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Дiя паклiтакселу та iнгiбiтора ядерного фактора

NF-κВ на пухлини раку щитоподiбної залози in vivo

Iнгiбiтор ядерного фактора капа В (NF-κВ) дегiдроксиметилепоксиквiномiцин (DHMEQ)
посилює лiкувальний ефект паклiтакселу щодо пухлин, якi утворюються шляхом ксе-
нотрансплантацiї клiтин анапластичної карциноми щитоподiбної залози лiнiї FRO.
У тварин, пролiкованих паклiтакселом та iнгiбiтором NF-κВ, спостерiгали зменшення
об’єму пухлин, що вiрогiдно вiдрiзнялося вiд ефектiв кожної зi сполук окремо. Таким
чином, комбiноване застосування паклiтакселу та iнгiбiтора NF-κВ є перспективною
стратегiєю для подальших доклiнiчних дослiджень, що мають за мету розробку нових
хiмiотерапевтичних пiдходiв для лiкування анапластичного раку щитоподiбної залози.

Таксани є ефективними протипухлинними препаратами, що використовуються для лiкуван-
ня деяких видiв раку [1]. Проводяться дослiдження щодо їх застосування для терапiї пухлин
щитоподiбної залози (ЩЗ) [2], якi показали, що паклiтаксел або доцетаксел у комбiнацiї
з гемцитабiном є найбiльш ефективним сполученням [3]. Одержанi in vitro данi свiдчать
про те, що паклiтаксел активує в пухлинних клiтинах не тiльки процеси, якi спричиняють
клiтинну смерть, але й механiзми, що протидiють загибелi клiтин [2]. Тому актуальними
є дослiдження, якi б дали змогу визначити способи iнактивацiї сигнальних каскадiв, що бе-
руть участь у формуваннi стiйкостi ракових клiтин до цього протипухлинного препарату.

Ядерний транскрипцiйний фактор NF-κВ задiяний у багатьох сигнальних механiзмах,
що обумовлюють процеси пролiферацiї, диференцiацiї, подiлу, виживання та мiграцiї клi-
тин [4]. Порушення його функцiї призводить до запальних процесiв та виникнення ряду
захворювань, у тому числi i канцерогенезу [5]. Бiльше того, саме NF-κВ вважають голов-
ним посередником, який пов’язує запальнi процеси i злоякiсну трансформацiю тканин [6, 7].
Є також данi, що NF-κВ проявляє антиапоптознi ефекти та iнiцiює канцерогенез в карци-
номах щитоподiбної залози [8, 9].

Показано, що паклiтаксел посилює активацiю та експресiю кiназного комплексу IКК
(IκВ-кiназа) [10], який призводить до вивiльнення фактора NF-κВ з неактивного комплексу
i транспортування його до ядра. Оскiльки фактор NF-κВ вiдiграє важливу роль в антиапо-
птозних процесах, обумовлює хемо- та радiорезистентнiсть пухлинних клiтин [11], очiкува-
лося, що його пригнiчення буде посилювати лiкувальний ефект паклiтакселу в пухлинах.

Мета дослiдження полягала у вивченнi комбiнованої дiї паклiтакселу та специфiчного
iнгiбiтора ядерного чинника NF-κВ — DHMEQ — щодо росту пухлин, одержаних шляхом
ксенотрансплантацiї трансгенним мишам клiтин раку щитоподiбної залози лiнiї FRO.

Препарат DHMEQ був люб’язно наданий доктором К. Умезава (Унiверситет Кейо, Йо-
когама, Японiя). Стоковий розчин рацемату DHMEQ (10 мг/мл) готували на диметилсуль-
фоксидi (ДМСО) i зберiгали при −20 ◦С.

Клiтинна лiнiя FRO була одержана вiд проф. В.О. Саєнко (Nagasaki University Graduate
School of Biomedical Sciences, Нагасакi, Японiя), а введена в культуру J.A. Fagin (University
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of Cincinnati College of Medicine, Цинциннатi, Огайо, США). Лiнiя характеризується: му-
тацiєю в генi BRAF(600E), вiдсутнiстю експресiї тироїдного транскрипцiйного фактора-1
та PAX-8.

Клiтини культивували в середовищi RPMI-1640, що мiстило 5% бичачої сироватки
(FBS), пенiцилiн/стрептомiцин (100 Од./мл/100 мкг/мл вiдповiдно), в атмосферi з 5% CO2

при 37 ◦C протягом 2 дiб, промивали два рази PBS-буфером (80 ммоль/л ортофосфат на-
трiю однозамiщений, 20 ммоль/л ортофосфат натрiю двозамiщений, 100 ммоль/л хлорид
натрiю, pH 7,4) i замiнювали середовище. Через 24 год вносили розчинений у ДМСО паклi-
таксел фiрми ”Wako Chemicals” (Японiя) та препарат DHMEQ i iнкубували клiтини протя-
гом наступних 24 год. У контрольнi проби вносили в такiй же кiлькостi ДМСО. Визначення
життєздатностi клiтин проводили в 96-лункових планшетах у середовищi RPMI-1640, що
мiстило 5% FBS. Суспензiю клiтин (приблизно 1000 клiтин) вносили в лунки i iнкубували
протягом 24 год. Паклiтаксел та DHMEQ, розчиненi в ДМСО, додавали в зростаючих кон-
центрацiях, по 6 лунок на кожну концентрацiю. Пiсля iнкубацiї визначали кiлькiсть живих
клiтин за допомогою WST-тесту.

Дослiди in vivo проводили на ксенотрансплантатах. Для цього мишам BALB/c nu/nu,
яких було роздiлено на чотири групи, у кожнiй по дев’ять трансгенних, безтимусних, 8-ти-
жневих за вiком самок, пiдшкiрно вводили в стегно задньої лапки суспензiю клiтин FRO,
суспендованих у RPMI-1640 (5 · 106 клiтин на тварину). Маса тварин становила близько
25 мг. Розмiр пухлини замiрювали через 1 добу i розраховували за формулою a2 × b× 0,4,
де a — найменший дiаметр пухлини, b — дiаметр пухлини, перпендикулярний до a. Лiку-
вання паклiтакселом та DHMEQ починали пiсля того, як розмiр пухлин наближався до
100 мм3. Препарати паклiтакселу (10 мг/кг на добу) i DHMEQ (8 мг/кг на добу) вводили
внутрiшньочеревно в сумiшi, що складалася з Сremophor EL (“Sigma”, США), етанолу та
PBS (1 : 1 : 1). Тваринам контрольної групи вводили в такiй же кiлькостi цю сумiш без
препаратiв.

Статистичну обробку даних проводили за Стьюдентом. Значення P < 0,05 вважали за
вiрогiднi.

Вплив ядерного фактора NF-κВ на апоптознi процеси в пухлинних клiтинах iнтенсивно
дослiджується. Було показано, що фактор активує групу генiв, продукти яких гальмують
апоптоз шляхом пригнiчення каспаз [12]. Тому припускалося, що пригнiчення NF-κВ iнгi-
бiтором DHMEQ призведе до посилення цитотоксичного ефекту паклiтакселу щодо клiтин
анапластичного раку щитоподiбної залози та трансплантованих пухлин.

Поєднання паклiтакселу з DHMEQ призводить до загибелi частини клiтин FRO вже
через 24 год iнкубацiї (рис. 1). Бiльш ефективною виявилася комбiнацiя зi зростаючих
концентрацiй DHMEQ з 5 нмоль/л паклiтакселу.

З рис. 2 видно, що пiдсадженi мишам клiтини утворюють пухлину, яка досить швидко
росте, досягаючи через 7 дiб у контрольнiй групi 350% початкового об’єму пухлини. Лiку-
вання тварин iнгiбiтором NF-κВ, DHMEQ, призводить до вiрогiдного гальмування росту
пухлини. Паклiтаксел виявився ефективнiшим in vivo. Розмiр пухлини зменшувався бiльш
нiж у два рази порiвняно з початковим об’ємом, до лiкування. Ще ефективнiшою була ком-
бiнована дiя паклiтакселу з DHMEQ, в результатi якої об’єм пухлини зменшувався бiльш
нiж у чотири рази. Ефект поєднаного лiкування обома препаратами вiрогiдно вiдрiзнявся
вiд дiї кожної зi сполук окремо (див. рис. 2).

Отже, комбiнована дiя паклiтакселу та iнгiбiтора NF-κВ бiльшою мiрою посилює апо-
птознi процеси в пухлинах анапластичного раку ЩЗ, нiж кожен з агентiв окремо i, таким
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Рис. 1. Ефект комбiнованої дiї iнгiбiтора NF-κВ — DHMEQ та протипухлинного препарату паклiтакселу на
виживанiсть клiтин анапластичного раку щитоподiбної залози.
* — вiдмiни вiд вiдповiдної точки iншої кривої вiрогiднi, P < 0,05; n = 6, M ±m

Рис. 2. Ефект комбiнованої дiї iнгiбiтора NF-κВ — DHMEQ та протипухлинного препарату паклiтакселу на
розмiр ксенотрансплантованої трансгенним мишам пухлини анапластичного раку щитоподiбної залози.
* — вiдмiни вiд контрою (7 доба) вiрогiднi, P < 0,05; + — рiзниця мiж ефектом DHMEQ i паклiтакселу
окремо та їх комбiнацiї вiрогiдна, P < 0,05. В дослiдi використовували 4 групи по 9 тварин, M ±m

чином, комбiнацiя цих препаратiв може бути перспективним варiантом для доклiнiчних до-
слiджень щодо терапiї агресивних, метастатуючих та радiойодрезистентних форм раку ЩЗ.
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Действие паклитаксела и ингибитора ядерного фактора NF-κВ
на опухоли рака щитовидной железы in vivo

Ингибитор ядерного фактора каппа В (NF-κВ) дегидроксиметилэпоксиквиномицин
(DHMEQ) усиливает лечебный эффект паклитаксела относительно опухолей, которые
образуются путем ксенотрансплантации клеток анапластической карциномы щитовидной
железы линии FRO. У животных, пролеченных паклитакселом и ингибитором NF-κB, на-
блюдали уменьшение объема опухолей, что достоверно отличалось от эффектов каждого
из соединений в отдельности. Таким образом, комбинированное применение паклитаксела
и ингибитора NF-κВ является перспективной стратегией для дальнейших доклинических
исследований, имеющих целью разработку новых химиотерапевтических подходов для лече-
ния анапластического рака щитовидной железы.
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Effects of paclitaxel and nuclear factor NF-κВ inhibitor in thyroid
cancer tumors in vivo

Nuclear factor kappa B (NF-κВ) inhibitor dehydroxymethylepoxyquinomicin (DHMEQ) enhances
the therapeutic effect of paclitaxel on tumors formed by the xenotransplantation of anaplastic thyroid
carcinoma FRO cells. In animals treated with paclitaxel and NF-κВ inhibitor, a reduction in the
tumor volume was observed, which is significantly different from the effects of each of the compounds
in particular. Thus, the combined use of paclitaxel and NF-κВ inhibitor is a promising strategy for
further preclinical studies for developing the new chemotherapeutic approaches for the anaplastic
thyroid cancer treatment.
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